@ N° d publicati n : " ' 2 596 064 

<J o'uiiftjer que pour le* 
commands* de reproduction) 

@ N» d' nregistrement national : 86 03829 



@ Int CI 4 : C 12 P 21/00, 1/04; A 61 K 39/02, 39/116; 
C07K 15/04. 15/14/ (C 12 P .21/00, C 12 R 1:22} 
(C. 12 R 1/15, 1:425). 



@ DEMANDE DE BREVET D'l NVENTION A1 



@ Date de depot : 18 mars 1986. 


© Demandeurfs) : PIERRE FABRE MEDICAMENT. - PR. 


@ Priorite: 




@ Dste do la mise a disposition du public de la 
demBnde : B0PI < Brevets » n° 39 du 25 septembre 1987. 


@ Inventeurts} : Uicien Dussourd d'Hintedand. Gerard Nor- 
mier. Anne-Marie Pinel et Jacques Durand, 


(W) References a d'autres documents nattonaux appa- 
rentes : 


@ Titulaire(s) : 




(74) Mandataire(s) : Cabinet Regimbeau, Corre. Martin. 
Schrimpf, Warcoin et Ahner. 



@ Precedes indostrtefs de fabrication de vaccins ribosomaux et vaccins ribosomaux obtenus. 



@ RSPUBLIQUE FRANCHISE 

INSTiTUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETY INOUSTRIELLE 

PARIS 



(57) Llnventton concerne un procede de preparation de pro- 
tSooJvcenes membransires de bacteries choisies parmt : Kleb- 
siella. Serratia et Corynebacterium. caracteiise en ce que, a 
partir d*un (yset clarifie de ledite souche bactertenne, 

a) on trarte le surnageant du lysat clarifie avec le cetyflrime- 
thytommonium ou de l acide trichloroacetique, et 

bl apres traitement, on sepsre le surnageant contenant les 
ptoteoflrycanes membra naires purifies des impuretes precipi- 
tees. 
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La pr^sente invention concerne ies process 
Industrie!. s de fabrication de vaccins ribosomaux et les' 
vaccins ribosomaux qui en dSrivent. 

Les vaccins ribosomaux sont des vaccins dans 
5 XesqueXs Xa fraction antige"nique est constitute par une •■ 

fraction ribosomaXe, cette fraction ribosomaie antigenique 
doit en g^n^ral .etre adjiivee par une .fraction qui peut etre 
d'origine laicrobienne egaXement, iX s'agit Xa pXupart du 
temps de glycoprot£ines d'origine membranaire et/ou.des. 
10 poXyssacharides ou iipopoiy saccharides d 'origine /microbienne . 

Le brevet ant^rieur de Xa demanderesse, 
n* 73 4 39 57 du 10 d^cembre 19 73, d^crivait la preparation 
de vaccins b. base de fractions ribosomaXes antige'niques • 
adjuv^es par une fraction membranaire de KiebsielXa 
1 S pneumoniae . 

Les brevets ante'rieurs de Xa demanderesse 
n° 75 10252 du 2 avriX 1.975 et 76 24124 du 6 aout 1976 
d^crivaient des vaccins d£riv£s des vaccins ribosomaux 



ou 1 'ARN ribosomal ou bien les ribosomes eux -monies se 
trouvaient as socles a des fractions polysaccharidiques ou 
lipopolysaccharidigues homologues et/ou h£t Prologue s . 

I*e brevet anteYieur de la demanderesse 
n° 78 35649 du 19 decembre 1978 d«5crivait la preparation de 
proteoglycans membranaires bacteriens utilieables notamment 
comme adjuvants dans les vaccins ribosomaux. 

La pre"sente invention, r£alis£e au Centre 
d • Immunologic et de Biologie Pierre FABKE, concerne de 
nouveaux process industriels pour la fabrication de 
fractions ribosomales microbiennes. immunog Uniques ainsi que 
des prot^oglycanes membranaires de Klebsiella pneumoniae 
biotype a non capsule* qui leur sont associ^s comme adjuvants. 

Cette nouvelle technologie permet le de*veloppe- 
ment d'une production a tres grande, ^chelle de ce type de 
vaccins, notamment pour des applications v^t^rinaires telles 
que celles citdes a titre d'exemple. 

Plus particulierement', la pr^sente invention 
concerne un proce'de' de preparation de protdoglycanes 
membranaires de bact^ries choisies parmi : Klebsiella, 
Serratia et Corynebacterium, caract«Srise" en ce que, a partir 
d*un lysat clarifie* de ladite souche bact^rienne, 

a} on traite le surnageant du lysat clarifie 
avec le CTAB ou de l'acide trichloroacetic^, et 

b) apres traitement, on s6pare le surnageant 
contenant les prot£oglycanes membranaires purifies des 
impuret£s prdcipit£es« 

De facon g^n^rale, le lysat de bacttSries est 
"obtenu par broyage d'un concentrat bact£rien a 1 'aide de 
moyens m^caniques et/ou pneumatiques, ces moyens de 
broyage devront, bien entendu, 6tre adapted au type de 
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cellules microbieanes h de*sinte*grer et des Informations 
plus specifiques seront donne"es dans le cadre de la 
description des exemples. 

Les lysats bact£riens obtenus apres broyage 
peuvent £tre clarifies par toute technolbgie connue r mais 
seront de pr^fe'rence clarifies par centrifugation, par 
exemple, a 15 000 g, sur un separateur, ceci pour <51iminer 
les re*sidus de broyage et" les germes non broye*s. 

Suivant le type de traitement effects a l'^tape a) 
on opere de la fagon suivante : 

- Lorsque l'on effectue t le traitement au CTAB, 
on se>are le surnageant par centrifugation et on effectue 
une ultracentrifugation pour 61iminer le CTAB lu'i-meme, 
les sels et les contaminants de faible poids moleculaire, 
ceci en utilisant, par exemple, une ultrafiltration 
tangent ielle avec une membrane coupant a 10 000 d ; 

- dans le cas ou le traitement est un traitement 
a l'acide trichloroac^tique, le precipite' d 'iropurete's est 
^limine par centrifugation, par exemple sur separateur, et 
le ' surnageant est ,ultrafiltr£ sur une membrane coupant a 

10 000 d comme pr£c£demment, mais apres avoir de preference 
ramene" le pH au voisinage de 7, par exemple a 7,8, par 
addition d'une b'ase"telle que NaOH concentre. 

Dans les deux cas, apres ultrafiltration, on 
obtient une suspension concentred de. prot^dglycanes 
membranaires, lesquels peuvent etre st£rilis£s, par exemple 
par autoclavaqe a 120°C, puis lyophilis^s pour §tre utilises 
ult£rieurement. 

De facon prdf e'rentielle, les protdoglycanes 
membranaires adjuvants seront pre*par£s a partir d'une souche 
de Klebsiella pneumoniae mutant, non capsule, de biotype a, 
de*pos£e a la Collection de I'Institut Pasteur de Paris sous 
le n° 145-1. IP. 
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La fraction ribosomale antigSnigue est preparee, 
de pre"££rence, de la facon euivante : 

a) On traite un lyeat clarif ie\ f iltr£, de ladite 
souche par MgCljf par un acide organique ou par le- CTAB ; 
5 b) apres traitement, oh r^cupere le precipite" 

qui est e>entuellement lave* pour r6cup£rer les ribosomes".. 

Le lysat clarifie*, filtre, peut etre obtenu pour 
le lysat clarifie* comme cela a dte decrit pre*c6demment pour 
les prote*oglycanes membranaires, toute'fois le lysat clarifie 
1Q est f litre", de preference par ultrafiltration sur une 

membrane coupant a 0,22 \x, ceci pour ^liminer en particulier 
les protdoglycanes membranaires et les di£f£rents residus de 
broyage qui n'auraient pas £te~ e"liminds lors de la cen- 
trifugation. 

15 Selon la nature du traitement de l'etape a), on 

opfere de preference de la facon suivante *: 

- Lorsgue le traitement est effectue" avec MgClj/ 
on ajoute au lysat bact^rien clarifie et filtre* une solution . 
de MgCl 2 , de preference 1 N, jusgu'a obtenir une concentration 

2o finale de 0,1 M en MgCl 2 » On a juste le pH a un pH acide, 
par exemple de l'ordre de' 6, a l'aide de HCl dilue, et on 
laisse pre"cipiter les ribosomes. Ce precipite est alors 
recueilli par exemple par centrifugation. 

- Lorsgue le traitement est effectue" par un acide 
25 organique, il s'agit plus particulierement d'un traitement 

a 1' acide ac^tique, on ajoute 1 'acide acetique jusqu'a un pH 
de 4 puis on laisse le precipite' de ribosomes se former et 
on le se>are par exemple par centrifugation. 

- Lorsque le traitement est un traitement au 
3q CTAB, on ajoute au lysat bact£rien clarif i£ et filtre une 

solution de CTAB, par exemple a 5 % (p/v) , et on laisse 
le precipite se former. Ce precipite" est r6cup£re par centri- 
fugation et peut etre lavd, par exemple a l'ethanol. 
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■ Le produit obtenu a la f in- de l»etape b) constitue 
urie fraction ribosomale brute qui peut Gtrepurifiee par 
. lavage avec du dodecyl sulfate de sodium/ puis precipitation 
par exemple a I'alcool ethyl ique. Le precipite obtenu peut 
5 etre soumis a une purification supplementaire par chroma togra-" 
phie d'immuno-af finite sur colonhe d'anticorps nionoclonaux 
immobilises, specif iques du determinant antigeriique vaccinant 
lie aux ribosomes,. Les ribosomes hautement purifies ainsi 
obtenus peuvent €tre dialysis pour eliminer les excedents de 
10 sels puis st^rilis^s avant d'§tre utilises en association 
avec les proteoglycanes membranaires. < . 

La nature des souches traitees pour obtenir les 
ribosomes depend bien entendu du type de vaccins que 1'on 
souhaite obtenir puisque ces ribosomes constituent la 
15 fraction antige"nique des vaccins. 

On donnera ci-apres differentes formules de 
vaccins gui entrent plus particulierement dans le cadre de 
la pr^sente invention, De fagon generale les souches mises 
en oeuvre proviennent, soit de preievements pathologigues , 
20 soit de collections de microorganismes, ces souches ont ete 
r^act ivees par passage sur- animaux de laboratoire et 
entretenues sur des milieux appropries. 

Parmi les vaccins gui peuvent dtre obtenus .grS.ce.. 
au procede selon la pr^sente invention, il faut citer plus 
25 particulierement : 

1 ) Vaccin contre les parodontopathies 
- Formule unitai're 

a) . Ribosomes d 'Actinomyces viscosus 3 ug 

. Ribosomes d 'Actinomyces naeslundii 2 

30 . Ribosomes de Veillonella parvula 2 pg 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae biotype a .. . . . 15 tig 
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2) Vaccin intestinal 
-' Formule unitaire 

b) . Ribosomes d 'Escherichia coli 3 ug 

» Ribosomes de Salmonella typhimurium 3 ug 

5 . Ribosomes de Shigella dysenteriae .............. 3 ug 

. Ribosomes de Staphylococcus aureus ■ 3 ug. 

'.. Pro t^ogly canes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae • • ♦ • .......... . . .18 ug 

3) Vaccin contre les Candidoses 

- Formule unitaire 

10 c) . Ribosomes de Candida albicans type A . . '. 3,5 ug ■ 

. Ribosomes de Candida albicans type B 3,5 ug 

, Proteoglycans membranaires de Klebsiella 
pneumoniae * 15,0 ug 

4) Vaccin contre la m^ningite 

- Formule unitaire 

15 a) . Ribosomes de Neisseria meningitidis groupe A . . . , 3,5 ug 

. Ribosomes de Neisseria meningitidis groupe C .... 3,5 ug 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae 15,0 ug 

- Formule unitaire 

e) . Ribosomes d 'Haemophilus influenzae type a 3,5 u? 

2C . Ribosomes d 'Haemophilus influenzae type b ....... 3,5 jic 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae- .~ . .;. . 15 ,p \ic 

5) Vaccin pneumococcigue 

- Formule unitaire 

f) . Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 1 .... 3 U9 
•25 • Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 2 .... . 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 4 .... 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 19 ... 3 ug 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae 20 \ic\ 



2596064 



6) Vaccin Strep tococcique trlv'alent contre la meningite du pore 



- formule unitaire 

g) . Ribosomes de Streptococcus pyogenes groupe L S ng 

Ribosomes de Streptococcus pyogenes groupe C .;„... 5 ug 

5 . Ribosomes de Streptococcus suis. 5 ug 

.Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae biotype a * * . 10 ug 

7) vaccin contre la staphylococcia du lapin 

- formule unitaire vaccin trivalent 

h) , Ribosomes de Staphylococcus epiaermidis 1,5 ug 

10 . Ribosomes de Staphylococcus aureus type 7 ....... 1,5 ug 

. Ribosomes de Staphylococcus aureus ... , . 1,5 \ic 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae biotype a 7,5 U9 

- formule unitaire vaccin divalent 

i) . .Ribosomes de Staphylocoque (souche Merimee).... 3,5 \ic' 

15 . Ribosomes de Staphylococcus aureus 3,5 ug ' 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a , . , , „ . ♦ 15,0 ug 

8) Vaccin contre la mammite de la vache 
" Formule unitaire 

j) . Ribosomes de Staphylococcus aureus .« 5 ug 

20 , Ribosomes de Staphylococcus uberis , T 5 ug 

. Ribosomes de Streptococcus dysgalactiae 5 ug 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a 20 ug 

Ces vaccins sont obtenus par melange des 



proteoglycanes membranaires obtenus prece"deinment et des 
■25 ribosomes obtenus par les process decrits, les rapports 

en poids entre les ribosomes et les proteoglycanes 
membranaires <Stant de preference compris entre 1/1 et 1/3 
comptes pour l'ensemble de la fraction ribosomale par 
rapport a la fraction prot£oglycane membranaire. 
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Les exemples ci-apres Bont plus p&rticulierement 
destines a mettre en. Evidence d*autres caracteristiques 
et avantages de la pr^sente inveation. 
EXEMFLE 1 - OBTENTIOK DE LYSATS CLARIFIES BACTBRIENS 
5 Cet exemple d^crit le proc£de" pre*fere* de prepara- 

tion des lysats bacterieris clarifies, que ceux-ci soient 
. destines .a £tre utilises pour la preparation de proteoglycans 
. membranaires ou pour la preparation de fractions ribosomales, 
ceci expiique pourguoi il n'est pas fait mention explicitement '. 
10 de souches de microorganismes . 

Les biomasses microbiennes sont obtenues par 
culture en fermenteur en milieu liquide dans des conditions 
classigues. La seule contrainte specif ique etant l*arr€t 
brusque de la croissahce par refroidissement a + 4°C en' fin 
15 de phase exponentielle de. croissance pour preserver 1 integrity 

des structures biologiques. 

La biomasse est s^par^e du milieu de culture 
par centrif ugation continue a froid.sur des s^parateurs " 
industriels de type Sharpies ou Westfalia. 
20 Apres lavage par remise en suspension dans du 

s£rum physiologique sterile et centrif ugation , les concentrats 
cellulaires sont stock^s congeies en attendant d'etre traites, 

Le - concent-rat bacte"rien est d & conge ie-dans un- ■ 
r^acteur et mis en suspension dans du tampon tris-HCl (10 mM) , 
25 pH 7,0, con tenant M?Cl 2 (0,15 K) a 4 °C pour avoir une concen- 
tration finale de SO g de cellules seches par litre de 
suspension. On ajoute ensuite 5 mg de DNase, exempte de 
RNase par litre de suspension. 

Les cellules microbiennes sont ensuite desinte- 
30 gr^es par passage en continu sur des broyeurs industriels 

de type APV Manton Gaulin a triple effet pour les souches peu 
r^sistantes ou sur homog£niseur a microbilles de verre de 
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type DYNO MILL pour les 'cocci et lee so.uches tres r^sistantes. 
Cette operation est conduite a basse temperature £ 4°C au 
moyen d'un 6changeur thermique puissant. 

Les lysats bact^riens obtenus pr£c6demment sont 
soumis a une premiere clarification continue a 15 000 g sur. 
s^parateur Sharpies a +4°C pour e*liminer les re*sidus de 
broyage et les germes non broyds. 

Le culot de centrifugation est 61 inline* et le 
surnageant recueilli, il constitue le lysat clarified 
OBTENTION PES ' PROTEOGLYCANS S MEMBRANAIRES DE KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE <PGM-Kp) - ADJUVANTS PES RIBOSOMBS 

Ces proc^d^s permettant la production a tres 
grande £chelle des (PGM-Kp) sont d^crits ci-apres a partir 
du lysat bacte~rien de Klebsiella pneumoniae clarifie' sur 
Sharpies obtenu a I'exemple 1, 
EXEMFLE 2 

50 1 de surnageant Sharpies (lysat bacte'rien 
clarified de l'exemple 1 obtenu en partant de Klebsiella 
pneumoniae n° 145 sont places dans un r€acteur sous agitation 
a 4°C. On ajoute progressivement & cette suspension 1 volume 
d'une solution a 1 % (p/v) de bronuire de c£tyltriro£thyl- 
ammonium {CTAB) puis on laisse au repos pendant guelques 
minutes. 

Le pre'cipite' d'intpuret^s {acides nucle*iques , 
proteines, polysaccharides acides, etc.) est elimine" par 
centrifugation continue sur se"parateur Sharpies et les 
surnageants contenant les tPGM-Kp) sont recueillis. 

Les (PGM-Kp) sont ensuite purifies par une dtape 
d 'ultrafiltration tangentielle sur un appareil Millipore 
6quipe de memranes coupant a 10 000 d. cette £tape d'ultra- 
filtration, de dialyse et de concentration pennet 1 'Elimination 
•quantitative du CTAB , des sels et des contaminants de faible 
poids ntole*culaire. 
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La suspension concentred de' (PGM-Kp) ainsi obtenue 
est sterilised par BUtoclavage 20 minutes a 120 o C puis 
lyophilisee 6te"rilement. 

EXEMPLE 3 

5 50 1 de surnageant Sharpies <lysat' bacterien 

clarifi^ de l'exemple 1 obtenu en partant de Klebsiella 
pneumoniae n* 145) sont place's dans un redcteur sous 
agitation a +4°C\ On ajoute dans le reacteur 2 500 g d'acide 
trichloroac^tique cristallise' puis on agite jusqu'a dis'so- 
10 lution complete. 

Apres un repos de 20 minutes a 4*C # le predipite" 
d'impureted est ^limine" par centrifugation continue sur 
separateur Sharpies et le surnageant con tenant les {PGM-Kp) 
est recueilli. 

15 Le pH de la solution est ensuite remonte 1 a pH 7,8 

par addition de NaOH concentred, puis on procede a une ultra- 
filtration tangentielle sur membrane coupant a 10 000 d 
comme pour l'exemple 2. 

La suspension cone entree de ( PGM-Kp) ainsi 

20 obtenue est sterilised par autoclavage 20 minutes a 120°C 

puis lyophilised st^rilement . 
OBTENTIOK DE LA FRACTION RIBOSQMALE BRUTE 

Ces process ont tous pour principe commun 
d'entratner une precipitation spedifique des ribosomes 

25 permettant leur separation par centrifugation continue a 

faible vitesse et evitant devoir recours a 1 'ultracentrifu- 
gation a tres grande vitesse qui ne peut s'appliquer qu'a 
de petits volumes. 

Les exemples qui suivent ont 6t6 mis en oeuvre 

30 & partir de lysats bactediens obtenus comme cela est 

deer it dans l'exemple 1 en partant de la souche bactedienne 
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appropriee, le su'rnacfeant recueilli extant sounds & une 
ultrafiltration tangentielle sur un syetenie Miliipore .equips 
de membranes coupant 0,22 ji. 

lie filtrat limpide obtenu contient alors les 
ribosomes .et les substances solubles qui vont e>tre separe> 
c.omme cela sera decrit ci-apres. 
EXEMPLE'4 

■50 1 de lysat bacterien ultrafiltre" sont places 
dans un reacteur a +4°C et additionne*s lentement d»une 
solution 1 M de MgCl 2 jusgu'a obtenir une concentration 
finale de 0,1 K en MgCl 2 '. Le pH est alors portd a 6,0 par 
HC1 dilue" et les ribosomes sont laiss^s en precipitation 
pendant une heure a 4°C sous agitation tres lente. 

Le precipite" est recueilli par centrif ug'ation 
continue sur Sharpies puis remis en solution dans un volume 
initial de tampon Tris-HCl (10 mM) pH 7,0 con tenant EDTA 
Na 2 (5 mM), 

Cette solution constitue la fraction ribosomale 

brute . 
EXEMPLE 5 

50 1 de lysat bacte"rien ultrafiltre" sont places 
dans un r£acteur a +4°C et le pH de la suspension est 
abaisse" progressivement jusqu'a pH 4,0 par addition d'acide 
ac^tigue (environ 0,5 % du volume), 

Apres 1 heure de repos a -M°C, le precipite de 
ribosomes bruts est se'pare par centrifugation continue sur 
s^parateur Sharpies. 

Le culot est disperse" 6nergiquement dans un 
volume initial de tampon Tris-HCl (10 mM) pH 7,5 contenant 
NaCl (0,15 M) et EDTA Na 2 (1 mM) en maintenant a pH constant. 

Cette solution constitue la fraction ribosomale 

brute. 
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EXEMPLE 6 

50 1 de lysat bacterien ultraf litre" sont places 
dans un reacteur a +4°C sous agitation* On .ajoute leritemen't. 
5. 1 d *une solution a 5 % (p/v) de CTAB (bromure de c€tyl- 
triiaethylammonium) . 

Apres un repos de queiques minutes, le preciplte* •' 
est recueilli par centrifugation continue sur Sharpies. 

Le precipite* est lave deux fois par dispersion • 
30 minutes dans 30 1 d'^thanol 70 %, 0,2 « en CH 3 CO ONa, 
pH 7,0 puis centrifugation sur Sharpies. 

- Le culot lave" est repris dans 30 1 de tampon 
Tris-HCl (10 mK) pH 7,0 contenant MgCl 2 (10 mM) et NaCl (0,15 M) . 

Cette solution constitue la fraction ribosomale 

brute. 

EXEMPLE 7 - OB TENT ION PES RIBOSOMES PURIFIES 

La suspension ribosomale brute obtenue par l'un 
des trois proced^s d^crits pre'c^demment est soumise a une 
purification comportant les Stapes suivantes : 

1) Lavage des ribo somes 

Les impuret^s lie*es aux ribosqmes sont £limin£es 
par lavage au SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) dans les conditions . 
suivantes : 30 1 de solution de ribosomes bruts sont places 
dans un r^acteur sous agitation et la temperature portde 
a 20°C. On ajoute a cette solution 75 g de SDS puis on 
poursuit 1* agitation pendant 45 minutes & cette temperature, 
le milieu devient rapidement limpide. 

2) Precipitation des ribosomes purifies 

A la solution pr^cedente, on ajoute rapi dement 
sous agitation 21 1 d'alcool ethyligue glace, puis on laisse 
au repos 30 minutes a 4"C. 

Le pr^cipit^ de ribosomes purifies est recueilli 
par centrifugation continue sur separateur Sharpies et le 
culot est repris dans 10 1 de tampon pH 7,0 glace* contenant 
MgCl 2 (1 mM) et KC1 (0,05 M) . 
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3) Purification par chromatographic (3 'affi nity 
Des anticorps monoclonaux sont' pr^par^s contre 

cheque ribo some par hyper-immunisation de la souris avec ces 
ribo somes et fusion dee cellules spleniques immune s de la 
souris avec des cellules de myelome x 63 selon la technique 
d^crite par Galfre G. et Milstein C. (Methods in Enzymol. 
73 B, 3-46 (.1981)). Les anticorps monoclonaux ainsi obtenus 
sont selectionnes en fonction de leur af finite pour les 
ribosomes et de leur capacity d'induire une protection passive • 
chez la souris contre une infection homologue. 

Un support d*af finite specif ique est alors 
prepare" par couplage covalent de cet -anticorps monoclonal 
sur une ma trice de type dextran activ^e par un proce"de 
class ique comme le CNBt par exemple. 

Une colonne d'af finite" est ainsi prdpar^e 
permettant l*isolement s^lectif des ribosomes immuhog^niques 
selon le protocole decrit ci-dessous :. 

♦ Une colonne de 70 mm de diametre sur 400 mm de 
hauteur est moul£e avec le support d'af finite" prepare" comme 
d^crit ci^-dessus et £quilibr£e en tampon Tris-HCl 10 mM 
pH 7,0 contenant MgCl 2 (1 mM) et KC1 0,05 M. 

, La solution de ribosomes lav£s pr£par£e 
pr6c£demment est passed sur la colonne pour fixer les 
ribosomes. La colonne est ensuite lav^e'par le m^me tampon 
jusqu'a ce' que I'effluent n'absorbe plus a 280 run, 

. Les ribosomes sont ensuite 61u6s par le meme 
tampon contenant en plus KSCN (2M) . Le pic de ribosome 
d£tecte par son absorption a 260 nm est recueilli. 

4) Ultrafiltration 

La fraction ribo.somale ainsi purified est 
soumise h une ultrafiltration sur membrane coupant a 
100 000 d avec alimentation en tampon pH 7,0 glace" contenant 
MgCl 2 {1 mM) et KC1 (0,05 M) pour ^liminer totalement le KSCN 
et concentrer la solution pour avoir environ 10 mg/ml de 
ribosomes. 
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EXEMPLE 8 - PREPARATION DU VACCXN" RIBOSOMAL . 

Pour la realisation du vaccin ribosomal dans sa 
presentation definitive, on procede dans l^nceinte d'un bloc 
sterile aux operations suivantes ; , 

- decongeiation des suspensions ribosomales , 

- regroupement dans les proportions de la formule 
consideree en fonction de leurs titres respectifs en ribosomes, 

- addition- de la quant ite* correspondante de 
proteoglycans membranaires de Klebsiella pneumoniae, lyophilises; 

- homogeneisation , 

- addition des excipients suivant la forme finale ' 

consideree, 

- repartition en flacons unitaires (ou par 
multiples de la dose unitaire) , 

- lyophilisation sterile, 

- bouchage, sertissage; 

- contrdles^ (physico-chimigues, immunologigues , 
st^rilite, toxicite, etc.). 
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• *■ REVENDICATIONS ' 

1) Proc£d6 de preparation de prot^oglycanes 
meiribr ana ires de b&ct€ries choisies parmi . : Klebsiella; 
Serratia et Corynebacterium, caraete'riGe' en ce que," a partir 
d v uri lysat clarifi6 de ladite souche bacterienne, 

5 a) on traite le surnageant du lysat clarif ie" * 

avec le c^tyltritnethylammonium ou &e l'acide trichloro- 
ace*tigue,- et 

b) apres traitemerit on" separe le surnageant 
contenant les prot^oglycanes ntembranaires purifies des 
10 impuretes pr^cipit^es. 

2) Proc^de" selon la revendicajtion 1 , caracteVise' 
en ce que le lysat est obtenu par broyage d'un concentrat 
bact£rien a l'aide de moyens ni^canigues et/ou pneumatiques . 

3) Proce'de' selon 1 'une des revendications 1 et 2, 
15 caract£ris£ en ce que ie lysat est clarif ie par centrifugation.. 

4) Procdde" selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracte*ris^ en ce gu 'apres traitement au ce^yltrime'thylammoniurri, 
on separe le surnageant par centrifugation et on effectue 

une ultrafiltration pour dliminer le c^tyltrim^thylammoniuni,. 
20 les sels et les contaminants de faible poids" moleculaire . 

5) Procdde' selon l'une des revendications 1 a 3, 
caract^rise" en ce gu , apres_ traitement h l'acide trichloro- . 
ac^tigue, on separe le surnageant par centrifugation et 

on effectue une ultrafiltration/ apres avoir ramen^ le pH 
25 entre 7 et 8/ pour ^liminer les sels et les contaminants de 

faible poids mole*culaire. 

6) Process" selon l'une des revendications 4 et 5 , 
caracterise" en ce gue 1 'ultrafiltration est une ultrafiltration 
tangentielle sur membrane coupant & 10 000 daltons. 

30 7) Precede" selon l'une des revendications 1 a 6, 

caracterise" en ce que la souche bacterienne est une souche de 
Klebsiella pneumoniae biotype a non capsule. 
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* 8) Proteoglycans membranaires obtenus par Xa 
mise en oeuvre du procede selon I'une des revendications 1 a 5. 

•9) Procede de preparation de fractions ribosomal s 
"de souches bacteriennes , caracterise en ce que : 

a) on trait e un lysat clarifie, filtre, de ladite 
souche par ,MgCl 2 * par un acide brganigue ou par ie c£tyl- 
trimethylammonium, * 

b) apres traitement, on*r6cupere le pr^cipite* 
qui est eventuellement lave pour r£cupe*rer ,les ribosomes. 

10) Procede selon la revendication 9, caracterise 
en ce que. dans I'etape a) , le traitement est effectue jusgu'a 
une concentration de O,05 a 0,2 M en MgClj a un pH acide 

et en ce que les ribosomes precipit^s sont recueillis. 

11) Precede selon la revendication 9, caracterise. 
en ce que dans I'etape a), le traitement est effectue par 
abaissement du pH jusqu'au voisinage de 4 avec de l'acide 
acetique et en ce que les ribosomes precipit^s sont recueillis. 

12) Procede selon la revendication 9, caracterise 
en ce que dans I'etape a) i le traitement. est effectue avec 

le cetyl trimethylammonium et en ce que dans I'etape b) le 
precipite* est lave par de I'ethanol, 

13) Procede selon I'une des revendications 9 a 12, 
caracterise eh " ce que les" ribosomes obtenus a. I'etape b) sont 
laves avec du dodecylsulfate de sodium puis pr^cipit^s par 

de l'ethanol. 

14) Procede selon I'une des revendications 9 a 13, 
caracterise en ce que le lysat clarifie est filtre par - 
ultrafiltration sur membrane coupant a 0,22 tim. 

15) Ribosomes obtenus par la mise en oeuvre du 
procede selon I'une des revendications 9 a 14. 

16) Vaccins ribosomaux caracterises en ce qu'ils 
comportent en association des ribosomes selon la revendica- 
tion 15 et des proteoglycanes membranaires selon la reven- 
dication 8. 
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17) Vaccinsselon la revendication 16, caract^rises 



en ce que chaque dose unitaire qontient : 

&> . Riboeomes d 'ActinoByces vt»coius • ..." 3 ug 

. Ribosomes d 'Actinomyces nA«ilundii . .... 2 ng 

• Ribosomes de Veillonella parvula * . 2 ug 

• Proteoglycans aietnbr ana ires de Klebsiella 
pneumoniae biotype * . ♦ 5 ug 

b) * Riboeomee d 'Escherichia coll ....... 3 ug 

. Ribosomes de Salmonella typhimurium .... .3 ug 

, Ribosomes de Shigella dysenteriae . 3 ug 

. Ribosomes de Staphylococcus aureus ...... 3 pg . 

• Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae * 18 ug 

c) * Ribosomes de Candida albicans type A , .... 3,5 yg 

.Ribosomes de Candida albicans type B 3,5 pg 

. Proteoglycanes menibranaires de Klebsiella 

pneumoniae , , . . 15,0 

d) . Ribosoines de Neisseria meningitidis groupe A .... 3,5 pc 

. Ribosoines de Neisseria meningitidis groupe C .... 3,5 |ic 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella . 

pneumoniae 15,0 -uc 

e) . Ribosoines d 'Haemophilus- influenzae type a ....... 3,5 

. Ribosomes d 'Haemophilus influenzae type b , .. 3,5 ^g 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae 1 5 ,0 uc 

f) . Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 1 . . . . 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 2 . . . . 3 ng 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 4 , . . . 3 ng 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 19 ... 3 (ic 

. Proteoglycanes menibranaires de Klebsiella 

pneumoniae 20 ug. 
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g) , Ribosomes d Streptococcus pyogsn s grouped 5 ug 

♦ Ribosomes de Streptococcus pyogenes groupe C 5 ug 

. Ribosomes de Streptococcus suit .. . * 5 ^ 

. « t*r oteogiypanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae bio type a ,* ... ♦ 10 ms 

5 h) . Ribosomes de Staphylococcus apidermidis 1/5 pg 

* Ribosomes de Staphylococcus aureus type 7 1,5 '^g 

. Ribosomes de Staphylococcus aureus «....♦.., * 1 , 5 ug . 

. Proteoglycans membranaires de Klebsiella 
pneumoniae biotype a ♦ 7,5 ug 

i) . Ribosomes de Staphylocoque (souche M<*r.intee ) . . . . 3,5 ug 

1Q . Ribosomes de Staphylococcus aureus . ; 3,5 yg. 

. Prot^oglycanes membranaire& die Klebsiella 

pneumoniae biotype a 15,0 ug 

j) . Ribosomes de Staphylococcus aureus 5 ug 

. Ribosomes de Staphylococcus uberis 5 yg. 

. Ribosomes de Streptococcus dysgalactiae ........ 5 ug 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 
15 pneumoniae biotype a 20 ug 
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Zi 1 

The present invention relates to industrial methods for 
manufacturing ribosomal vaccines and the ribosomal vaccines 
derived therefrom. 

Ribosomal vaccines are vaccines wherein the antigenic 
fraction is composed of a ribosomal fraction; this antigenic 
ribosomal fraction must, in general, be adjuvated by a fraction 
that may also be of microbial origin. In most cases, this 
involves glycoproteins of membrane origin and/or polysaccharides 
or lipopolysaccharides of microbial origin. 

The applicant's prior patent, No. 7343957 dated December 
10 th , 1973, described the preparation of antigenic ribosomal 
fraction-based vaccines adjuvated by a membrane fraction of 
Klebsiella pneumoniae. 

The applicant's prior patents No. 7510252 dated April 2 nd , 
1975 and No. 7624124 dated August 6 th , 1976 described vaccines 
derived from ribosomal vaccines wherein the ribosomal RNA or the 
ribosomes themselves were associated with homologous and/or 
heterologous polysaccharide or lipopolysaccharide fractions. 
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text. 



The applicant's prior patent No, 7835649 dated December 
19 th , 1978 described the preparation of bacterial membrane 
proteoglycans that are usable as adjuvants in ribosomal 
vaccines . 

The present invention, developed at the Centre 
d' Immunologie et de Biologie Pierre Fabre, relates to novel 
industrial methods for the manufacture of immunogenic microbial 
ribosomal fractions as well as membrane proteoglycans of 
nonencapsulated biotype-a Klebsielle pneumoniae that are 
associated with them as adjuvants. 

This novel technology enables the development of very 
large-scale production of this type of vaccines, particularly 
for veterinary applications such as those cited by way of 
example. 

More specifically, the present invention relates to a 
method for preparing membrane proteoglycans from bacteria 
selected from among: Klebsiella, Serratia, and Corynebacterium, 
wherein, starting from a clarified lysate of said bacterial 
strain: 

a) the supernatant of the clarified lysate is processed 
with CTAB or trichloroacetic acid, and 
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b) after processing, the supernatant containing the 
purified membrane proteoglycans is separated from the 
precipitated impurities. 

Generally speaking, bacterial lysates are obtained by 
milling a bacterial concentrate using mechanical and/or 
pneumatic means; these milling means must, of course, be adapted 
to the type of microbial cells to be disintegrated and more 
specific information will be provided in the description of the 
examples. 

11 

The bacterial lysates obtained after milling may be 
clarified using any known technology, but are preferably 
clarified by centrif ugation at 15,000 g, for example, on a 
separator; this is to eliminate milling residue and unmilled 
germs . 

Depending upon the type of processing performed during step 
a), we proceed as follows: 

- When processing with CTAB is performed, the supernatant 
is separated by centrif ugation and ultracentrifugation is 
performed in order to eliminate the CTAB itself, salts, and low- 
molecular-weight contaminants. This is done by using, for 
example, tangential ultrafiltration with a membrane cutting at 
10, 000 d; 
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- when the processing involves processing with 
trichloroacetic acid, the precipitate of impurities is 
eliminated by centrifugation, on a separator for example, and 
the supernatant is ultraf iltered on a membrane cutting at 10, 000 
d as above, but preferably after bringing the pH up to around 7, 
to 7.8 for example, by adding a base such as concentrated NaOH. 

In both cases, after ultrafiltration, we obtain a 
concentrated suspension of membrane proteoglycans, which may be 
sterilized by autoclaving at 120°C, then lyophilized in order to 
be used at a later date. 

Preferably, the adjuvant membrane proteoglycans will be 
prepared from a nonencapsulated biotype-a mutant strain of 
Klebsiella pneumoniae, recorded in the Collection of the 
Institut Pasteur in Paris under the number 145-1. IP. 

LA 

The antigenic ribosomal fraction is preferably prepared as 
follows : 

a) a filtered and clarified lysate of this strain is 
processed with MgCl 2 using an organic acid or CTAB; 

b) after processing, the precipitate is recovered; it may 
be washed in order to recover the ribosomes, if necessary. 

The filtered, clarified lysate may be obtained for the 
clarified lysate as described above for the membrane 
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proteoglycans; however, the clarified lysate is filtered, 
preferably using ultrafiltration on a membrane cutting at 0.22 u 
in order to eliminate, specifically, the membrane proteoglycans 
and the various milling residues that may not have been 
eliminated during centrifugation. 

Depending upon the nature of the processing used in step 
a), we proceed as follows: 

- When the processing is performed with MgCl 2 , we add to the 
clarified and filtered bacterial lysate a solution of MgCl2, 
preferably 1 N, until we obtain a final concentration of 0.1 M 
of MgCl 2 . The pH is adjusted to an acid pH, on the order of 6 for 
example, using diluted HC1, and the ribosomes are allowed to 
precipitate out. This precipitate is then collected using 
centrifugation, for example. 

- When the processing is performed using an organic acid, 
specifically acetic acid, the acetic acid is added until a pH of 
4 is reached, then the ribosome precipitate is allowed to form 
and it is separated by centrifugation, for example. 

- When the processing involves CTAB, we add to the 
clarified and filtered bacterial lysate a CTAB solution, at 5% 
for example (w/v) , and the precipitate is allowed to form. This 
precipitate is recovered by centrifugation and may be washed 
using ethanol, for example. 

6 
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The product obtained at the end of step b) constitutes an 
unwashed ribosomal fraction that can be purified by washing with 
sodium dodecylsulf ate, then by precipitation using ethyl 
alcohol, for example* The obtained precipitate can be subjected 
to additional purification by immunoaf f inity column 
chromatography of the immobilized monoclonal antibodies that are 
specific to the vaccinating antigenic determinant linked to the . 
ribosomes. The highly-purified ribosomes obtained in this way 
may be dialyzed in order to eliminate excess salts, then 
sterilized before being used in association with the membrane 
proteoglycans . 

The nature of the strains that are processed to obtain the 
ribosomes depends, of course, on the type of vaccines one wishes 
to obtain, since these ribosomes constitute the antigenic 
fraction of the vaccines. 

We will provide hereinafter various vaccine formulas that 
•belong more specifically within the scope of the invention, in 
general, the strains used originate either from pathology 
samples or microorganism collections; these strains were 
reactivated in laboratory animals and maintained on appropriate 
media . 
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Among the vaccines that may be obtained using the method 
according to the invention, we must cite more specifically: 
1) Parodontopathy vaccine 
- Single-dose formula 

a) - Ribosomes of Actinomyces viscosus 3 ug 

- Ribosomes of Actinomyces naeslundii 2 ug 

- Ribosomes of Veillonella parvula 2 ug 

- Membrane proteoglycans of biotype a 
Klebsiella pneumoniae 15 ug 



2 ) Intestinal vaccine 

- Single-dose formula 

b) - Ribosomes of Escherichia coli 3 ug 

- Ribosomes of Salmonella typhimurium 3 ug 

- Ribosomes of Shigella dysenteriae 3 ug 

- Ribosomes of Staphylococcus aureus 3 ug 

- Membrane proteoglycans of Kelbsiella 
pneumoniae 18 

3) Candidoses vaccine 

- Single-dose formula 

c) - Ribosomes of type A Candida albicans 3.5 ug 

- Ribosomes of type B Candida albicans 3.5 pg 



- Membrane proteoglycans of Klebsiella 
pneumoniae 



15.0 ug 



4) Meningitis vaccine 
~ Single-dose formula 

d) - Ribosomes of group A Neisseria meningitidis 3.5 pg 

- Ribosomes of group C Neisseria meningitidis 3.5 ug 

- Membrane proteoglycans of Klebsiella 

pneumoniae 15.0 ug 

- Single-dose formula 

e) - Ribosomes of type a Haemophilus influenzae 3.5 ug 

- Ribosomes of type b Haemophilus influenzae 3.5 ug 

- Membrane proteoglycans of Klebsiella 

pneumoniae 15.0 ug 



5) Pneumococcal vaccine 

- Single-dose formula 
f) - Ribosomes of type 1 Streptococcus pneumoniae 3 ug 

- Ribosomes of type 2 Streptococcus pneumoniae 3 ug 

- Ribosomes of type 4 Streptococcus pneumoniae 3 ug 

- Ribosomes of type 19 Streptococcus pneumoniae 3 ug 

- Membrane proteoglycans of Klebsiella 
pneumoniae 20 pig. 



6) Trivalent streptococcal porcine meningitis vaccine 
- Single-dose formula 

g) - Ribosomes of group L Streptococcus pyogenes 5 pg 

- Ribosomes of group C Streptococcus pyogenes 5 pg 

- Ribosomes of Streptococcus suis 5 pg 

- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 
pneumoniae 10 pg 



7 ) Rabbit staphylococcia vacci ne 

- Trivalent vaccine single-dose formula 

h) - Ribosomes of Staphylococcus epidermidis 1 . 5 pg 

- Ribosomes of type 7 Staphylococcus aureus 1.5 pg 

- Ribosomes of Staphylococcus aureus 1 . 5 pg 

- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 
pneumoniae 7 . 5 pg 

- Divalent vaccine single-dose formula 

i) - Ribosomes of Staphylococcus (Merimee strain) 3.5 pg 

- Ribosomes of Staphylococcus aureus 3.5 pg 

- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 
pneumoniae 15.0 pg 

8) Cow mastitis vaccine 

- Single-dose formula 
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j) 



- Ribosomes of Staphylococcus aureus 



5 ug 



- Ribosomes of Staphylococcus uberis 



5 ug 



- Ribosomes of Streptococcus dysgalactiae 



5 ug 



- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 



pneumoniae 



20 ug 



These vaccines are obtained by mixing previously-obtained 
membrane proteoglycans with ribosomes obtained using the 
described methods; the ratios by weight of the ribosomes to the 
membrane proteoglycans preferably range from 1/1 to 1/3 counted 
for the entirety of the ribosomal fraction in relation to the 
membrane proteoglycan fraction. 



The following examples are more specifically intended to 
emphasize other characteristics and advantages of the invention 
EXAMPLE 1 - OBTAINING CLARIFIED BACTERIAL LYSATES 

This example describes the preferred method for preparing 
clarified bacterial lysates, whether they are intended for use 
in preparing membrane proteoglycans or in preparing ribosomal 
fractions; this explains why no specific mention is made of 
microorganism strains. 

The microbial biomasses are obtained by growing them in a 
liquid-medium fermenter under traditional conditions. The only 
specific constraint was that growth was abruptly stopped by 
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cooling to +4°C at the end of the exponential growth phase in 
order to preserve the integrity of the biological structures. 

The biomass is separated from the culture medium by 
continuous cold centrifugation on commercial separators of the 
Sharpies or Westfalia type. 

After washing by replacing them in suspension in sterile 
physiological serum and centrifugation, the cell concentrates 
are stored frozen until they are processed. 

The bacterial concentrate is thawed in a reactor and 
suspended in tris-HCl buffer (10 mM) , pH 7.0, containing MgCl 2 
(0.15 M) at 4°C, resulting in a final concentration of 50 g of 
dry cells per liter of suspension. We then add 5 nig of RNase- 
free DNase per liter of suspension. 

The microbial cells are then disintegrated by continually 
passing them through commercial mills of the three-stage APV 
Manton Gaulin type for low-resistance strains or through a glass 
bead homogenizer of the DYNO MILL type for highly-resistant 
cocci and strains. This operation is performed at low 
temperature, < 4°C, using a high-power heat exchanger. 

11 

The previously-obtained bacterial lysates are subjected to 
an initial continuous clarification at 15, 000 g on a Sharpies 
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separator at +4°C in order to eliminate milling residues and 
unmilled germs. 

The centrifugation pellet is eliminated and the supernatant 
is collected: it makes up the clarified lysate. 

OBTAINING MEMBRANE PROTEOGLYCANS OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE ( PGM- 
Kp) - RIBOSOME ADJUVANTS 

The methods enabling very large-scale production of (PGM- 
Kp) are described below starting with the Sharpies-clarified 
Klebsiella pneumoniae bacterial lysate obtained in Example 1. 
EXAMPLE 2 

50 1 of Sharpies supernatant (clarified bacterial lysate) 
from Example 1 obtained from Klebsiella pneumoniae No. 145 are 
placed in a reactor, stirring at 4°C. We progressively add to 
this suspension 1 volume of a 1% solution (w/v) of cetyl 
trimethyl ammonium bromide (CTAB) , then it is allowed to sit for 
a few minutes . 

The precipitate of impurities (nucleic acids, proteins, 
acid polysaccharides, etc.) is eliminated by continuous 
centrifugation on a Sharpies separator and the supernatants 
containing the (PGM-Kp) are collected. 

The (PGM-Kp) are then purified in a tangential 
ultrafiltration step using a Millipore apparatus equipped with 
membranes cutting at 10,000 d. This ultrafiltration, dialysis, 
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and concentration step enables the quantitative elimination of 
CTAB, salts, and low-molecular-weight contaminants. 

/10 

The concentrated suspension of (PGM-Kp) thus obtained is 
sterilized by autoclaving for 20 minutes at 120°C, then 
sterilely lyophilized. 
EXAMPLE 3 

50 1 of Sharpies supernatant (clarified bacterial lysate 
from Example 1 obtained from Klebsiella pneumoniae No. 145) are 
placed in a reactor, stirring at +4°C. We add to the reactor 
2500 g of crystallized trichloroacetic acid, then stir until it 
completely dissolves. 

After allowing it to sit for 20 minutes at 4°C, the 
precipitate of impurities is eliminated by continuous 
centrifugation on a Sharpies separator and the supernatant 
containing the (PGM-Kp) is collected. 

The solution's pH is then brought to 7.8 pH by adding 
concentrated NaOH, then we proceed with tangential 
ultrafiltration on a membrane cutting at 10,000 d as in Example 
2. 

The concentrated suspension of (PGM-Kp) thus obtained is 
sterilized by autoclaving for 20 minutes at 120°C, then 
sterilely lyophilized. 
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OBTAINING THE UNWASHED RIBOSOMAL FRACTION 

All of these methods follow the common principle of causing 
a specific precipitation of the ribosomes that allows them to be 
separated by low-speed continuous centrifugation, thus- obviating 
the need for very high-speed ultracentrifugation, which only 
applies to small volumes. 

The following examples were implemented starting with 
bacterial lysates obtained as described in Example 1 from the 
appropriate bacterial strain; the collected supernatant 
undergoes tangential ultrafiltration on a Millipore system 
equipped with membranes cutting at 0.22 u, 

/ll 

The clear filtrate obtained then contains the ribosomes and 
the soluble substances that will be separated as described 
below. 
EXAMPLE 4 

50 1 of ultraf iltered bacterial lysate are placed in a 
reactor at +4°C and a solution of 1 M of MgCl 2 is slowly added 
until a final concentration of 0.1 M of MgCl 2 is obtained. The pH 
is then brought to 6.0 using diluted HC1 and the ribosomes are 
left to precipitate out for one hour at 4°C while being stirred 
very slowly. 
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The precipitate is collected by continuous centrif ugation 
on Sharpies then placed back into a solution in an initial 
volume of Tris-HCl buffer (10 mM) , pH 7.0, containing EDTA Na 2 (5 
mM) . 

This solution constitutes the unwashed ribosomal fraction. 
EXAMPLE 5 

50 1 of ultraf iltered bacterial lysate are placed in a 
reactor at +4°C and the pH of the suspension is progressively 
lowered until it reaches pH 4.0 by adding acetic acid (roughly 
0.5% of the volume). 

After resting for 1 hour at + 4°C, the precipitate of 
unwashed ribosomes is separated by continuous centrif ugation on 
Sharpies separator. 

The pellet is energetically dispersed in an initial volume 
of Tris-HCl buffer {10 mM) , pH 7.5, containing. NaCl (0.15 M) and 
EDTA Na2 (1 mM) while maintaining a constant pH. 

This solution constitutes the unwashed ribosomal fraction. 

Ill 

EXAMPLE 6 

50 1 of ultraf iltered bacterial lysate are placed in a 
reactor at +4°C while stirring. 5 1 of a 5% solution (w/v) of 
CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) is slowly added. 
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After resting for several minutes, the precipitate is 
collected by continuous cehtrif ugation on Sharpies. 

The precipitate is washed twice by dispersion [for] 30 
minutes in 30 1 of 70% ethanol, 0.2 M of CH 3 CO Ona, pH 7.0, then 
centrifugation on Sharpies. 

The washed pellet is placed back into 30 1 of Tris-HCl 
buffer (10 mM) , pH 7.0, containing MgCl 2 (10 iriM) and NaCl (0.15 
M) . 

This solution. constitutes the unwashed ribosomal fraction. 
EXAMPLE 7 - OBTAINING PURIFIED RIBOSOMES 

The unwashed ribosomal suspension obtained by one of the 
three methods described above undergoes purification including 
the following steps: 

1) Washing of the ribosomes 

The impurities connected to the ribosomes are eliminated by 
washing with SDS (sodium dodecyl sulfate) under the following 
conditions: 30 1 of a solution of unwashed ribosomes are placed 
in a reactor while stirring and the temperature is brought to 
20°C, To this solution is added 75 g of SDS, then stirring is 
continued for 45 minutes at this temperature; the medium quickly 
becomes clear . 

2) Precipitation of the purified ribosomes 
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To the preceding solution, we quickly add while stirring 21 
1 of iced ethyl alcohol, then it is allowed to sit for 30 
minutes at 4°C. 

The precipitate of purified ribosomes is collected using 
continuous centrif ugation on Sharpies separator and the pellet 
is placed in 10 1 of iced pH 7.0 buffer containing MgCl2 (1 mM) 
and KC1 (0.05 M) , 

A3 

3 ) Purification by affinity chromatography 

Monoclonal antibodies are prepared against each ribosome by 
hyper immunizing the mouse with these ribosomes and by fusing 
immune spleen cells from the mouse with x 63 myeloma cells using 
the technique described by G. Galfre and C. Milstein (Methods in 
Enzymol. 73 B, pp. 3-46 (1981)). The monoclonal antibodies thus 
obtained are selected based on their affinity with the ribosomes 
and their ability to induce passive protection in the mouse 
against a homologous infection. 

A specific affinity support is then prepared by covalent 
coupling of this monoclonal antibody on a dextran-type matrix 
activated by a traditional method such' as CNBt, for example. 

An affinity column is thus prepared that enables selective ■ 
isolation of the immunogenic ribosomes according to the protocol 
described below: 

18 



- a column 70 mm in diameter and 400 mm high is molded with 
the affinity support prepared as described above and balanced in 
10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.0, containing MgCl 2 (1 mM) and KCl 
(0.05 M). 

- The previously-prepared solution of washed ribosomes is 
passed onto the column in order to set the ribosomes. The column 
is then washed by the same buffer until the effluent no longer 
absorbs at 280 nm. 

- The ribosomes are then eluted by the same buffer also 
containing KSCN {2 M) . The ribosome peak detected by its 
absorption at 260 nm is collected. 

4 ) Ultrafiltration 

The purified ribosomal fraction undergoes ultrafiltration 
on membrane cutting at 100,000 d- with supply of iced, 7 . 0 pH 
buffer containing MgCl 2 (1 mM) and KCl (0.05 M) in order to fully 
eliminate the KSCN and to concentrate the solution in order to 
yield roughly 10 mg/ml of ribosomes. 

714 

EXAMPLE 8 - PREPARATION OF THE RIBOSOMAL VACCINE 

To make the ribosomal vaccine in its definitive form, the 
following operations are performed in a closed, sterile area: 

- thawing of the ribosomal suspensions, 
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- grouping [of the suspensions] in the proportions of the 
formula under consideration depending upon their respective 
ribosome strengths, 

- adding the corresponding quantity of lyophilized membrane 
proteoglycans of Klebsiella pneumoniae, 

- homogenizing/ 

- adding excipients according to the final form being 
considered, 

- distribution into single-dose containers (or by multiples 
of the single dose amount) , 

- sterile lyophili zation, 

- capping, crimping, 

- testing (physico-chemical, immunological, sterility, 
toxicity, etc . ) . 
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CLAIMS 

1) Method for preparing membrane proteoglycans from 
bacteria selected from among: Klebsiella, Serratia, and 
Corynebacerium, wherein, starting with a clarified lysate of the 
bacterial strain, 

a) the clarified lysate supernatant is processed with cetyl 
trimethyl ammonium or trichloroacetic acid, and 
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b) after processing, the supernatant containing the 
purified membrane proteoglycans is separated from the 
precipitated impurities. 

2) Method according to Claim 1, wherein the lysate is 
obtained by milling a bacterial concentrate using mechanical 
and/or pneumatic means. 

3) Method according to either of claims 1 or 2, wherein the 
lysate is clarified by centrifugation . 

4) Method according to one of claims 1 through 3, wherein, 
after processing with cetyl trimethyl. ammonium, the supernatant 
is separated by centrifugation and ultrafiltration is performed 
in order to eliminate the cetyl trimethyl ammonium/ salts, and 
low-molecular-weight contaminants. 

5) Method according to one of claims 1 through 3, wherein, 
after processing with trichloroacetic acid, the supernatant is 
separated by centrifugation and ultrafiltration is performed, 
after bringing the pH to between 7 and 8, in order to eliminate 
the salts and low-molecular-weight contaminants. 

6) Method according to one of claims 4 or 5, wherein the 
ultrafiltration is a tangential ultrafiltration on a membrane 
cutting at 10,000 daltons. 
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7) Method according to one of claims 1 through 6, wherein 
the bacterial strain is a strain of unencapsulated biotype a 
Klebsiella pneumoniae. 

716 

8) Membrane proteoglycans obtained by implementing the 
method according to one of claims 1 through 5. 

9} Method for preparing ribosoiaal fractions from bacterial 
strains, wherein: 

a) a filtered, clarified lysate of the strain is processed 
using MgCl 2 , an organic acid, or cetyl trimethyl ammonium, 

b) after processing, the precipitate is recovered; it may 
be washed in order to recover the ribosomes. 

10) Method according to Claim 9, wherein, in step a) , 
processing is performed until a concentration of 0.05 to 0.2 M 
of MgCl 2 at an acid pH is obtained and wherein the precipitated 
ribosomes are collected. 

11) Method according to Claim 9, wherein, in step a), 
processing is performed by lowering the pH to roughly 4 using 
acetic acid and wherein the precipitated ribosomes are 
collected. 

12) Method according to Claim 9, wherein, in step a), 
processing is performed using cetyl trimethyl ammonium and 
wherein, in step b) , the precipitate is washed using ethanol. 
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13) Method according to one of claims 9 through 12, wherein 
the ribosomes obtained in step b) are washed using sodium 
dodecylsulf ate, then precipitated using ethanol. 

14) Method according to one of claims 9 through 13, wherein 
the clarified lysate is filtered by ultrafiltration on membrane 
cutting at 0,22 um. 

15) Ribosomes obtained by the implementation of the method 
according to one of claims 9 through 14. 

16) Ribosomal vaccines wherein they include, in 
association, ribosomes according to Claim 15 and membrane 
proteoglycans according to Claim 8 . 

Ill 

17) Vaccines according to Claim 16, wherein each single- 



dose amount contains: 

a) - Ribosomes of Actinomyces viscosus 3 ug 

- Ribosomes of Actinomyces naeslundii 2 ug 

- Ribosomes of Veillonella parvula 2 ug 

- Membrane proteoglycans of biotype a 
Klebsiella pneumoniae 15 ug 

b) - Ribosomes of Escherichia coli 3 ug 

- Ribosomes of Salmonella typhimurium 3 ug 

- Ribosomes of Shigella dysenteriae 3 ug 

- Ribosomes of Staphylococcus aureus 3 ug 
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- Membrane proteoglycans of Kelbsiella 



pneumoniae 



18 pg 



c) 



- Ribosomes of type A Candida albicans 



3-5 ug 



- Ribosomes of type B Candida albicans 



3.5 pg 



- Membrane proteoglycans of Klebsiella 



pneumoniae 



15.0 pg 



d) - Ribosomes of group A Neisseria meningitidis 3.5 pg 

- Ribosomes of group C Neisseria meningitidis 3.5 pg 

- Membrane proteoglycans of Klebsiella 



e) - Ribosomes of type a Haemophilus influenzae 3.5 pg 

- Ribosomes of type b Haemophilus influenzae 3.5 jag 

- Membrane proteoglycans of Klebsiella 



f } - Ribosomes of type 1 Streptococcus pneumoniae 3 ug 

- Ribosomes of type 2 Streptococcus pneumoniae 3 pg 

- Ribosomes of type 4 Streptococcus pneumoniae 3 pg 

- Ribosomes of type 19 Streptococcus pneumoniae 3 pg 

- Membrane proteoglycans of Klebsiella 

pneumoniae 20 pg. 



g) - Ribosomes of group L Streptococcus pyogenes 5 pg 
- Ribosomes of group C Streptococcus pyogenes 5 pg 



pneumoniae 



15.0 pg 



pneumoniae 



15.0 pg 



/18 
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- Ribosomes of Streptococcus suis 5 ug 

- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 
pneumoniae 10 

h) - Ribosomes of Staphylococcus epidermidis 1.5 pg 

- Ribosomes of type 7 Staphylococcus aureus 1.5 ug 

- Ribosomes of Staphylococcus aureus 1,5 

- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 
pneumoniae 7 . 5 ug 

i) - Ribosomes of Staphylococcus (Merimee strain) 3.5 ug 

- Ribosomes of Staphylococcus aureus 3.5 ug 

- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 
pneumoniae 15.0 ug 

j) - Ribosomes of Staphylococcus aureus 5 ug 

- Ribosomes of Staphylococcus uberis 5 ug 

- Ribosomes of Streptococcus dysgalactiae 5 ug 

- Membrane proteoglycans of biotype a Klebsiella 
pneumoniae 2 0 ug 
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